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論 文 内 容 要 旨
緒 言
細 胞 融 合 の 手 法 を用 い て、 新 植 物 を育 成 し」.こ れ を 新 た な育 種 素
材 と し て利 用 しよ う とす る研 究 が 盛 ん に 行 わ れ て い る。
本 研 究 は、 そ の 様 な研 究 を行 う際 に避 け て通 れ な い 技 術 的 聞 題 点
で あ る雑 種 植 物 の 効 率 的 選 抜 法 に つ い て 検 討 を行 っ た。 ま た、 育 成
した雑 種 植 物 は体 細 胞 雑 種 であ る た め、 有 性 雑 種 と は 異 な る特 徴 を
持 っ て い る。 そ こ で 育 成 し た体 細 胞 雑 種 の 特 性 に 関 し て、 細 胞 学 的、
生 理 生 化 学 的 検 討 を行 っ た。
第1章
ストレプ トマイシン耐 挫 か つ 夘 ロフイ,}欠損 の タバ コ(Nicotianatabacum1;SA)
の 育 成
r融 合 処 理.後、 雑 種 植 物 を如 何 に 効 率 良 く選 抜 す る か 」、 と い う
問 題 に 対 し て は∴ こ れ ま で も 様 々 な アプ ローチが さ れ て き た。 し か し な
が ら、 こ れ ま で の 方 法 で は、 特 定 の 組 合 せ の 雑 種 の み しか 選 抜 出 来
な か っ た。
そ こ で、 汎 用 性 の 高 い 選 抜 法 と し て、 融 合 に 用 い る 片 親 と し て、
優 性 形 質 と し て 選 抜 出 来 る マーカーと、 劣 性 形 質 と し て 選 抜 出 来 る マrカー




































即 ち・ ストレプ トマイシン耐 性 形 質(葉 緑 体DNAに コード さ れ る 優 性 形 質)と
クロロフィル欠 損 形 質(核DNAに コード さ れ る 劣 性 の2遺 伝 子 支 配)の 両 形 質
を 合 わ せ 持 つ タバ コ 越 ・tabacu皿;SA)を 育 成 した。 そ し て、 こ のSA
を 片 親 と し て 用 い て 野 生 型 の 緑 色 植 物 と 融 合 を 行 い、 ストレプ トマイシン耐
性 能 と クロロフィル形 成 能 に 関 し て 選 抜 を 行 え ば、 図1に 示 す 様 に 雑 種 の
み を 選 抜 す る こ と が で き る と考 え た。
ま た・ ストレプ ト対 シン耐 性 形 質 と クロロフィル欠 損 形 質 の、 マーか と し て の 安
定 性 に つ い て は、 植 物 体 レベ,}、 細 胞 レベ ルに お い て、 確 認 を 行 っ た。
第2章
NicotianatabacumSAとN.rusticaの 細 胞 融 合
第1章 で 育 成 し た篤tabacu皿SAと 聾rusticaの 種 聞 で 細 胞 融 合 を 行
い、 ストレプ トマイシン耐 性 能 と夘 ロフィ,レ形 成 能 に 関 し て選 抜 を 行 う こ と に よ
り、 体 細 胞 雑 種 の み が 効 率 的 に 選 抜 で き る こ と を 実 証 した。
SAの プ ロトプ ラストは 培 養 細 胞 よ り、 ま た 払rusticaの プ 叫 プ ラストは、 葉
肉 細 胞 よ り単 離 し、 デ キストラン法 に よ っ て 融 合 を 行 っ た。 培 養 は 卦 レプ
トマイシン(終 濃 度 で750ppm)を 含 む 培 地 で 行 い、 増 殖 し て き た コロニーを 再
分 化 培 地 に 移 し た と こ ろ、 緑 色 個 体 と ア,}ビノ個 体 が 得 られ た。 前 者 は
雑 種 で あ る と 考 え られ る の で、 発 根 を 促 し、 鉢 上 げ し た。 そ の 結 果
こ れ ら の 緑 色 個 体 は 形 態 が 両 親 の 中 間 型 で あ り(図2) 、Fracdon
1蛋 白 の 分 析(図3)(第3章 参 照)、 アイソザ イムの 分 析 か ら も雑 種
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NicotianatabacumSAと 旦・rusticaの 体 細 胞 雑 種 に お け る 葉 緑 体 の 構
成
ストレプ トマイシン耐 性 遺 伝 子 は、 鮎taba£u皿SAの 葉 緑 体DNAに コード さ れ
て い る こ と か ら、SAとN・rusticaの 雑 種 はSA由 来 の 葉 緑 体 を 持 つ と 当
初 考 え られ た。 と こ ろ が、 雑 種 のFraction1蛋 白 の 大 サブ ユニツト(葉 緑
体DNAが コード す る)の 分 析 結 果 は、 予 想 に 反 し て 返・rUstica型 で あ っ
た。 そ こ で 直 接 葉 緑 体 ゲ ノムを 調 査 す る た め に、 葉 緑 体D酷 の 制 限 酵 素
分 析 を お こ な っ た。 ま た、 雑 種 植 物 よ り誘 導 し た カ,厩の ストレプ トマイシン耐
性 能 に 関 し て 調 査 し た。 そ の 結 果、 表1に 示 す 様 に、 分 析 し た8個
体 の 雑 種 植 物 は ストレプ トマイシン感 受 性 の 独rusticaの 葉 緑 体 を 持 つ こ と が
確 か め られ た。 こ の 結 果 に つ い て 図4に 示 す 様 な 葉 緑 体 の 分 離 過 程
を 考 え た。
Table1.Compositionofchloroplastandstreptomycin
sensitivityofsomatichybrids.















































NicotianatabacumSAとSalpi姐ossissinuataの 細 胞 融 合
聾tabacumSAと 聾rustiごaの 種 間 に お い て 効 率 的 に 体 細 胞 雑 種 が 得
られ た の で(第2章)、 次 にSAとSalpiglossis己sinuataの 属 間 体 細1
胞 雑 種 の 選 抜 に つ い て 検 討 し た。 融 合 は 電 気 融 合 装 置 を 用 い'て 行 い、
培 養 及.び 選 抜 は、SA(+)N.rusticaの 場 合 と 同 様 に 行 っ た。
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そ の 結 果、1個 体 の 雑 種 と思 わ れ る 植 物 が 選 抜 さ れ、 こ の 個 体 は
形 態(図5),Fracti。n1蛋 白 の 分 析 よ り雑 種 で あ る と確 認 さ れ た
(ま た、 こ の 個 体 の 葉 緑 体 は 旦.tabacum型 で あ っ た)。 し か し な が ら、
こ の 個 体 は 育 成 の 途 中 で ア,レビ ノの セクターを 分 離 し て き た の で(図6)、
呈・sinuataの 遺 伝 子(特 にSAの クロロフィ1}欠損 形 質 に 対 し て 相 補 的 に 働 く


















Nic。tianatabacu阻SAへ の カナマイシン耐 住 形 質 の 導 入(KR-SAの 育 成)と 、
KR-SAとSolanu血 噸(白 ナス)の 細 胞 融 合
Nicotianatabacu皿SAを 片 親 と し て 細 胞 融 合 を 行 い、 ストレプ トマイシン
耐 性 能 と クロロフィル形 成 能.に 関 し て 選 抜 を 行 う と、 体 細 胞 雑 種 の み が 効
率 良 く得 られ た(第2、4章)。 し か し な が ら こ の 選 抜 法 で は、 独
tabacu皿 の 核 遺 伝 子 に 関 し て は 選 抜 を 行 っ て い な い。 そ の た め、 葉 緑
体 が 遠tabacum:核 遺 伝 子 が 相 手 親 と い う核 置 換 型 植 物 も、 体 細 胞 雑
種 と 同 様 に 選 抜 さ れ て く る 可 能 性 が あ る。 そ こ でSAに 優 性 の 核 の マー
か 遺 伝 子 と し て、 カナマイシン耐 性 遺 伝 子 を 付 与 す る こ と に よ り、 融 合 後、
両 親 の 核 遺 伝 子 に 関 し て の 選 抜 を 可 能 に し た。
SAに 対 す る カナマイシン耐 性 遺 伝 子 の 導 入 は、SAと カナマイシン耐 性 のN.taba
隻」迦(Uchimiyaetal.1986;こ こ で はKRと 称 す る)の 有 性 交 配 に
よ っ て 行 っ た。 そ の 結 果、SAXKRのF2世 代 に、1/64の 確 率 で、
希 望 す る 遺 伝 子 型 で あ る 「ストレプ トマイシン耐 性、 カナマイシン耐 性 か つ クロロフ禍
欠 損 のN。tabacu皿(KR-SA)」 を 得 る こ と が で き た。
KR。SAの3つ の マーカー形 質 に 関 し て は、 植 物 体 ・細 胞 の 両 レベ,}に お い
て 安 定 性 を 確 認 し た。
次 にKR-SAとSolanu皿 噸(白 ナス)の 間 で 細 胞 融 合 を 行 っ た。
ま ず 予 備 実 験 と し て、 融 合 後、 ストレプ トマイシン耐 性 能 と クロロフ禍 形 成 能 に
関 し て の み 選 抜 を 行 っ た と こ ろ、 雑 種 と 思 わ れ る 個 体 が3個 体 得 ら
れ た。 こ れ ら の 選 抜 個 体 は アイソザ イム労 析 の 結 果、 雑 種 で あ る こ と が 確
認 さ れ た(図7)。
本 硯 究 で は、 カナマイシン耐 性 能 に 関 し て は 選 抜 を 行 わ な か っ た が、 雑










以.上 の 研 究 か ら、 ユニバ ーサルハイブ リダ ィザ ーの 利 用 に よ り、 種 聞 ・属 間
の 体 細 胞 雑 種 が 効 率 良 く選 抜 で き る こ と が 明 か に な っ た。 本 研 究 は
タバ コを 材 料 に 行 っ た が、 こ の 選 抜 法 は 他 の 有 用 な 作 物 の 体 細 胞 雑 種
の 育 成 に も、 応 用 可 能 で あ る と 考 え られ る。 ま た、 本 選 抜 法 に 用 い
た 各 マーか 形 質 は、 体 細 胞 雑 種 の 遺 伝 子 の 安 定 性 を 研 究 す る の に も 役
立 つ と 考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨




の確立と,そ れを利用 した体細胞雑種の作成を 目ざしたものである。
この目的のため汎用性の高い選択法 として,融 合セと用いる片親 として優性形質 として選抜でき
るマーカーと,劣 性形質として選別できるマーカーを合わせ持つ植物をユニバーサルハイブ リ
ダーイザーとして利用する方法が開発された。
そのため,ス トレプ トマイシン耐性かつクロロフィル欠損のタバコカミ育成された(こ れをSA
とした)。 このSAと 野生型のタバコ属の他の種の細胞を融合 させ,ス トレプシマイシン耐性能と
クロ.ロフィル形成能に関して選抜を行 うことにより体細胞雑種のみが効果的に選抜できることが
実証された。
さらに,こ の系による選抜の有効性を実証するためSA株 と属の異なる5α`♪∫gZo∬f3εf観α如 と
の間の細胞融合に適用 したところ,属 間雑種が選抜でき,こ の系の有効性が更に実証された。
次にSA株 にさらにカナマイシン耐性形質を導入 し,こ れをKR-SA株 とした。このKR-SA
株を用いて80Z4獺 糀 〃刎0πgθ襯(白 ナス)と の間で細胞融合を行い,ス トレプマイシン耐性 とク
ロロフィル形性能に関して選抜を行い,雑 種 と思われる個体が得らえ,こ れはカナマイシンにも
耐性能を有 していることがわかった。
このように,本 論文はユニバーサルハイブリダイザーの利用により,種 間,属 間の体細胞雑種
が効率良く選抜できることをタバコとその近縁植物をモデル系に用いて明らかにした。これは植
物育種学上極めて高 く評価できる。よって著者に農学博士の学位を授与するに価すると判断した。
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